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Введение. Тромбоксан A2 (TXA2) – один из важнейших стимуляторов образования тромбо-
цитов и их агрегации, а также вазоконстрикции, играет критическую роль в развитии многих 
сердечно-сосудистых заболеваний, таких как, например, ишемическая болезнь сердца (ИБС), 
инфаркт миокарда, инсульт и атеросклероз. Кроме того, TXA2 участвует в развитии аллергий 
и некоторых видов онкологических заболеваний [1–3].
Биосинтез TXA2 осуществляется превращением арахидоновой кислоты в простагландин H2 
(PGH2) с участием простагландина H2 синтазы (чаще именуемой циклооксигеназой), который, 
в свою очередь, превращается в TXA2 тромбоксан синтазой (TXAS, CYP5A1) [4].
Тромбоксан синтаза ((5Z,13E)-(15S)-9aльфа,11aльфа-эпидиокси-15-гидроксипростa-5,13-дие-
новая кислота тромбоксан A2-изомераза, ЕС 5.3.99.5) принадлежит к суперсемейству цитохро-
мов P450, гемопротеидов, связанных с мембраной эндоплазматического ретикулума, и экспрес-
сируется, в основном, в протромбоцитах, а также в стволовых гематопоэтических клетках – 
предшественниках моноцитов, лейкоцитов и макрофагов [5].
В отличие от других микросомальных Р450, которым требуется NADPH-цитохром Р450 ре-
дуктаза в качестве донора электронов для активации молекулярного кислорода в монооксигеназ-
ной реакции, TXAS катализирует реакцию изомеризации в отсутствие флавопротеида или дру-
гого белкового донора электронов, тем самым показывая принадлежность к семейству самодо-
статочных (self-sufficient) цитохромов Р450 [6].
Примечательно, что помимо образования TXA2, тромбоксан синтаза способна катализиро-
вать реакцию превращения PGH2 в 12-гидрокси-5,8,10-гептадекатриеновую кислоту (12-HHT) 
и малоновый диальдегид (MDA) (рис. 1) [6]. При этом соотношение образующихся продуктов 12-
HHT/MDA и TXA2 равно 1 : 1.
Следует отметить, что биологические функции MDA и 12-HHT мало изучены, но известно, 
что MDA может формировать аддукты с аминогруппами в составе белков или фосфолипидов; 
подобные аддукты детектируют в атеросклеротических бляшках в аорте [7]. Кроме того, MDA 
играет значительную роль в образовании важных эндогенных аддуктов с ДНК, которые могут 
вносить вклад в развитие генетических и онкологических заболеваний [8; 9].
Активность TXAS in vivo находится под жестким контролем и регулируется на различных 
уровнях. Наиболее значимый механизм ее регуляции – это «суицидная» инактивация фермента, 
при котором тромбоксан синтаза подвергается быстрой и необратимой каталитической инакти-
вации своим субстратом простагландином H2 [10].
Недавно обнаружен альтернативный механизм контроля внутриклеточной активности – аль-
тернативный сплайсинг транскрипта, содержащего ген TBXAS1. В некоторых клеточных линиях 
человека была обнаружена транкированная мРНК тромбоксан синтазы, не содержащая 12 экзон, 
кодирующий гем-связывающий домен белка. У кодируемого ей белка отсутствует каталитиче-
ская активность [11; 12].
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На данный момент отсутствуют данные о каких-либо аллостерических эффекторах активно-
сти тромбоксан синтазы, а также о ее возможных белковых партнерах, ответственных как за ре-
гуляцию активности фермента, так и за перенос метастабильных продуктов реакции (TXA2, 12-
HHT). Поскольку тромбоксан синтаза играет важную роль в развитии целого ряда заболеваний 
человека, интерес к поиску и разработке ингибиторов и модуляторов ее активности растет. 
Cуществует два основных подхода к поиску такого рода соединений – рациональный дизайн на 
основе структурно-функциональных данных о биологическом объекте и скрининг комбинатор-
ных библиотек различных соединений. 
Метод фагового дисплея способен существенно облегчить поиск высоко аффинных молекул 
белковой или пептидной природы в комбинаторных библиотеках [13]. Суть метода фагового 
дисплея заключается в представлении на поверхности фаговых частиц рекомбинантных антител 
или пептидов, генетическая информация о которых закодирована в ДНК данной фаговой части-
цы [14].
Таким образом, вместо того, чтобы синтезировать и осуществлять скрининг различных ва-
риантов соединений последовательно, появляется возможность анализировать одновременно 
пул фагов, содержащий до 1011 фаговых частиц, которые могут быть сконструированы одновре-
менно и каждая из которых несёт на своей поверхности свой пептид, отличный от других. Такие 
библиотеки позволяют легко отбирать фаговые частицы, на поверхности которых экспрессиру-
ется пептид с наибольшей аффинностью и специфичностью по отношению к интересующему 
исследователя объекту. После каждого раунда селекции библиотека обогащается специфически-
ми последовательностями.
Пептидомиметики представляют собой соединения пептидной природы, которые способны 
имитировать природные пептиды или пространственные участки белковой молекулы и взаимо-
действовать с их биологической мишенью, вызывая аналогичный эффект [15]. 
Принцип поиска пептидомиметиков основан на том, что в ходе селекции пептиды, связываю-
щиеся с белковой глобулой исключительно за счет гидрофильных взаимодействий, испытывают 
существенную конкуренцию со стороны молекул воды значительной концентрации, а значит 
обогащаться в пуле с течением времени будут преимущественно те пептиды, которые взаимо-
действуют с активным центром фермента или центрами аллостерической регуляции [16]. 
Рис. 1. Схема каталитических реакций, ведущих к образованию тромбоксанов и альтернативных продуктов
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C целью обнаружения новых потенциальных механизмов регуляции тромбоксан синтазы 
и получения специфических пептидов, способных модулировать ее активность, что в случае на-
личия консервативного участка фармакофора позволит идентифицировать возможных партне-
ров/регуляторов фермента белковой природы, в настоящей работе осуществлена гетерологиче-
ская экспрессия TXAS человека в клетках E. coli и осуществлен поиск пептидомиметиков с по-
мощью пептидной фаговой библиотеки.
Материалы и методы исследования. В работе использовались следующие реактивы: 
Трис(гидроксиметил)аминометан (Трис), PEG8000, БСА, глицин и этилен-диамино-тетраацетат 
натрия (Na-ЭДТА) (Sigma, США); агароза, изопропил-b-D-тиогалактопиранозид (ИПТГ) и β-мер-
каптоэтанол (GibcoBRL, США), фенил-метилсульфонил фторид (ФМСФ), кумасси бриллианто-
вый голубой R-250 (Sigma, США); Ni-NTA-Agarose (Qiagen, США); Bacto-Tryptone, Bacto-Peptone 
и Bacto-Yeast экстракт (DifcoLaboratories, США); Bio-Gel HTP (Bio-Rad, США), Tween20 (USB, 
США), кетоконазол (Sigma, США).
Экспрессия, выделение и очистка рекомбинантной TXAS. Экспрессионный вектор pCWori+_
TXAS_HT содержит транкированную кДНК TXAS. Делеция осуществлена с 1 по 31 аминокис-
лоту с включением в N-концевую последовательность MAKKT фрагмента; такая стратегия по-
зволяет получить наибольший выход мембран-связанного цитохрома P450 в растворимой форме 
практически без потери его функциональной активности [17]. В C-концевую последовательность 
был включен полигистидиновый фрагмент (HHHHH), что позволяет использовать для выделе-
ния и очистки рекомбинантного белка металл-аффинную хроматографию. 
Компетентные клетки E. coli BL21(dE3) были котрансформированы несущей резистентность 
к канамицину плазмидой для коэкспрессии молекулярных шаперонов под контролем Ara про-
мотора. Колонии клеток изолировали на чашках с агаризованной LB средой, содержавшей как 
ампициллин, так и канамицин.
Бактерии растили на TB среде в термостатируемом шейкере при 37 °C и 180 об/мин. Через 
8 ч индуцировали экспрессию ИПТГ и арабинозой с добавлением предшественника синтеза 
гема-δ-аминолевулиновой кислоты. Экспрессия осуществлялась 48 ч при температуре 22 °C 
и перемешивании 140 об/мин.
Клетки осаждали центрифугированием при 3000 об/мин в течение 30 мин и ресуспендирова-
ли в буфере А: 50 мМ Трис-HCl буфере (pH 7,4), содержащем 0,3 М NaCl, 20 %-ный глицерин 
и 0,5 мM ФМСФ. Все последующие стадии выделения и очистки TXAS осуществлялись при 4 °C.
После разрушения бактериальных клеток к суспензии добавляли неионогенный детергент 
Emulgen 913 до конечной концентрации 1 %. Суспензию перемешивали в течение 1 ч, затем цен-
трифугировали при 18500 об/мин в течение 1 ч. Супернатант предварительно наносили на ко-
лонку с DЕАЕ-целлюлозой (2,5 × 5,0 см) для избавления от примесей, которые не удаляются при 
металл-аффинной хроматографии, элюат затем наносился на колонку с Ni-NTA агарозой (1,5 × 10 см). 
Колонку промывали 10 объемами буфера А, содержащего 5 мМ имидазол. TXAS элюировали 
с колонки буфером А, содержащим 250 мМ имидазол. Окрашенные фракции собирали и наноси-
ли на колонку с гидроксиапатитом (1,5 × 5,0 см). Колонка промывалась десятью объемами 50 мМ 
Трис-HCl буфера (pH 7,4), содержавшего 0,3 М NaCl и 20 %-ный глицерин. Белок элюировали 
с колонки повышением концентрации калий-фосфатного буфера до 500 мМ. Собранные фрак-
ции препарата хранили при –70 °C.
Уровень экспрессии рекомбинантной TXAS и чистоту белкового препарата оценивали с по-
мощью ДДС-ПААГ электрофореза, а соответствие молекулярной массы ожидаемой с помощью 
MALDI-TOF масс-спектрометрии (Microflex LRF Bruker).
Аффинное обогащение пептидной библиотеки. В качестве пептидной библиотеки использо-
валась библиотека Ph.D.™-12 (NEB, США). Она представляет собой комбинаторную библиотеку 
12-мерных пептидов, слитых с N-концевым участком поверхностного белка pIII капсида нитча-
того бактериофага М13. Разнообразие библиотеки составляет 109 независимых аминокислотных 
последовательностей.
Процесс селекции фаготопов (пептидов, экспонированных на фаговых частицах) называется 
биопэннингом и заключается в проведении нескольких циклов инкубации библиотеки с иммо-
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билизованной мишенью, отмывке не связавшихся и элюировании связавшихся фагов. В каждом 
последующем раунде используются фаговые клоны, связавшиеся в предыдущем эксперименте 
с целевым белком, тем самым пул обогащается вирионами, содержащими встройки, специфиче-
ски взаимодействующие с мишенью [18]. 
Рекомбинантную TXAS иммобилизовали на 96-луночном планшете (Greiner Bio-One GmbH, 
Германия) методом пассивной адсорбции при 4 °С в течение 12 ч. После промывки стандартным 
TBSB буфером, содержащим 50 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 150 мM NaCl и 0,1 % Tween20 для исклю-
чения неспецифического связывания пептидов с полистирольной поверхностью планшета осу-
ществлялось блокирование. Потенциальные не связанные с целью эксперимента сайты связыва-
ния блокировались раствором (5 мг/мл) бычьего сывороточного альбумина (БСА) в первом раун-
де или 1 %-ным раствором кислотного гидролизата казеина в двух последующих. БСА в виду 
высокой связывающей способности по отношению к веществам пептидной природы необходим 
для удаления низко специфичных по отношению к целевому белку фаготопов. Кислотный ги-
дролизат казеина имеет значительное разнообразие потенциальных сайтов связывания пептидов 
и в виду отсутствия стерических затруднений хорошо подходит для удаления низко специфич-
ных пептидов. Смена блокирующего агента в последующих раундах проводилась с целью недо-
пущения селекции БСА-специфических пептидов в общем пуле. 
Иммобилизованный белок инкубировался с фаговой библиотекой, представленной в концен-
трации, обеспечивающей десятикратное перекрывание ее разнообразия. Несвязавшиеся фаговые 
частицы удаляли десятикратной промывкой TBSB буфером с увеличивающейся от первого к по-
следнему раунду концентрацией детергента Tween20 (0,5–2 %). Элюцию аффинных фаговых ча-
стиц проводили 0,2 М раствором глицина (pH 2,2), что обеспечивало разрушение нековалентных 
взаимодействий в системе пептид–белок и освобождение фагов, несущих аффинные пептидные 
молекулы. Фаги, содержащиеся в эллюате, амплифицировали инфицированием чувствительно-
го штамма E. coli ER2738 и использовали для следующего раунда селекции.
Результаты и их обсуждение. Важнейшим условием для идентификации пептидомимети-
ков, содержащих последовательности, которые могут быть представлены у потенциальных пар-
тнеров TXAS, является разработка технологии получения гемопротеида в нативной форме с чи-
стотой не менее 99 %.
Выделение и очистка TXAS человека. Для получения достаточного количества рекомбинант-
ного белка использовалась гетерологическая экспрессия TXAS в клетках E. coli, так как эта си-
стема применялась эффективно нами ранее для получения каталитически активных форм мно-
гочисленных цитохромов Р450 человека.
Препарат белка массой 57,691 кДа (по данным MALDI-TOF масс-спектрометрии) был полу-
чен в гомогенном состоянии без следов протеолитической деградации (рис. 2). Данные масс-
спектрометрии пептидов, полученных в результате трипсинолиза белкового препарата, подтвер-
дили получение целевого фермента. Покрытие последовательности белка триптическими пепти-
дами с определенной массой составило 61,4 %.
Соотношение 418/280 нм в абсолютном спектре поглощения, которое характеризует соотно-
шение между концентрацией общей белковой фракции и концентрацией TXAS, составляет 1,15. 
Комбинация этих данных показывает, что чистота белкового препарата составляет более 95 %. 
CO-спектр восстановленной дитионитом TXAS имеет основной пик на 450 нм и незначительный 
пик на 420 нм (рис. 3), аналогичный CO-спектр характерен и для выделенной из тромбоцитов 
TXAS [19]. Хотя TXAS не имеет монооксигеназной активности и не требует присутствия 
NADPH-цитохром Р450 редуктазы для транспорта электронов, необходимых для активации мо-
лекулярного кислорода, она имеет спектральные характеристики, подтверждающие ее принад-
лежность к семейству цитохрома P450.
Цитохромы Р450 при взаимодействии с низкомолекулярными лигандами демонстрируют два 
основных типа спектральных изменений, которые отражают изменение состояния атома железа 
гема [20]. Если лиганд посредством атома азота взаимодействует по 6-ому координационному 
положению непосредственно с атомом железа гема цитохрома P450, то наблюдается так называе-
мый II-тип спектрального ответа (c максимумом на 425–435 нм и минимумом на 390–410 нм). 
 57
Рис. 2. MALDI-TOF масс-спектр полученного белкового препарата TXAS. В верхнем левом углу – результат ДДС-
ПААГ электрофореза TXAS в 12 %-ном геле (1 – 2 мкг TXAS после элюции после элюции с ГАП, 2 – 1 мкг TXAS 
после элюции с ГАП, 3 – стандарт молекулярных масс Pierce (#26623))
Рис. 3. Спектр поглощения препарата TXAS в буферном растворе: 500 мМ калий-фосфатный буфер (pH 7,4), 0,3 М 
NaCl, 20 %-ный глицерин и 0,2 мM β-меркаптоэтанол. В верхнем правом углу приведен СО-разностный спектр вос-
становленной дитионитом натрия формы TXAS в присутствии насыщающей концентрации СО
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Данный тип (рис. 4) наблюдается при взаимодействии TXAS с некоторыми азотсодержащими 
гетероциклическими соединениями – азолами. Таким образом, с учетом характеристических 
спектральных параметров и результатов титрования TXAS кетоконазолом можно с уверенно-
стью заключить, что полученный нами препарат рекомбинантной TXAS соответствует природ-
ному аналогу.
Идентификация пептидомиметиков. Для идентификации пептидомиметиков, характеризу-
ющих элементы возможного партнера TXAS, проводили четыре раунда аффинного обогащения 
исходной фаговой библиотеки пептидами, обладающими наибольшим сродством к целевому 
белку. В качестве исходной библиотеки для второго и последующего раундов использовался ам-
плифицированный элюат фагов предыдущего раунда.
В ходе биопэннинга обогащение фаговой библиотеки специфичными к целевому белку кло-
нами контролировалось вычислением отношения титра фагов, которые инкубируются с мише-
нью к титру фагов, элюированных после селекции (таблица). 
Обогащение фаговой библиотеки после каждого раунда селекции
Раунд Фаговая библиотека (БОЕ/мл) Эллюат фагов (БОЕ/мл) Обогащение
1 6,2 · 1010 1,2 · 102 5,1 · 108
2 4,6 · 1010 2,3 · 105 2,0 · 105
3 5,2 · 1010 4,6 · 108 1,1 · 102
4 6,0 · 1010 2,3 · 109 26
После четвертого раунда селекции, когда обогащение библиотеки практически прекрати-
лось, для установления консенсусных последовательностей было отобрано для секвенирования 
по Сэнгеру 20 фаговых клонов.
Выравнивание их нуклеотидных последовательностей показало наличие превалирующего 
пептида в общем пуле с аминокислотной последовательностью SGVYKVLYDWQHGGF. Данная 
последовательность была проанализирована с помощью базы данных SAROTUP [21]. Этот веб-
сервис представляет собой аннотированную базу аминокислотных последовательностей иден-
тифицированных пептидомиметиков, а также пептидов, взаимодействующих с компонентами 
системы скрининга (пептиды, связывающие БСА, полистерин) и способных давать ложнополо-
жительные результаты. Анализ показал наибольшую идентичность (60 %) с пептидомиметиком 
тромбопоэтина, полученного в ходе работы по поиску агонистов тромбопоэтинового рецептора 
Рис. 4. Дифференциальный спектр, полученный путем титрования TXAS кетоконазолом
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пептидной природы [22]. Попарное аминокислотное выравнивание последовательности полу-
ченного пептида с аминокислотной последовательностью тромбопоэтина человека по схеме 
ClustalW показало высокую степень сродства к аминокислотному участку с 212 по 226 амино-
кислоту (рис. 5). 
Данный результат указывает на возможное взаимодействие двух белков и потенциальное 
участие тромбопоэтина и модулирования активности тромбоксан-синтазы, что может быть объ-
яснено тем, что тромбопоэтин обладает нехарактерным для цитокинов механизмом обратной 
связи – связываясь с рецептором он разрушается, т. е. изменение концентрации тромбоцитов 
в крови напрямую влияет на уровень гормона. Таким образом, при низком уровне тромбоцитов 
недифференцированные мегакариоциты подвергаются усиленному воздействию на них со сто-
роны тромбопоэтина, что ускоряет их созревание, с другой же стороны, в обратной ситуации 
наблюдается сниженная доступность гормона для большого количества тромбоцитов [23].
Возможный механизм взаимодействия тромбопоэтина и тромбоксан-синтазы может заклю-
чаться как в проникновении в клетку специфических пептидов из состава тромбопоэтина при 
его протеолизе, либо же при повышенной концентрации тромбопоэтина происходит эндоцитоз 
гормон-рецепторного комплекса и в конечном итоге последующая его деградация в лизосомах 
(что характерно для некоторых гормонов пептидной природы). Тем не менее, это не исключает 
возможности взаимодействия комплекса с немембранным доменом тромбоксан синтазы. 
Таким образом, в настоящей работе впервые получено экспериментальное доказательство 
возможного взаимодействия в организме человека тромбопоэтина и тромбоксан-синтазы, что 
открывает новые механизмы регуляции тромбоксан-синтазы.
Заключение. В настоящей работе проведена гетерологическая экспрессия тромбоксан син-
тазы человека в клетках E. coli. Рекомбинантный гемопротеин выделен в гомогенном состоянии 
и характеризуется молекулярной массой, соответствующей ожидаемой. Абсолютный спектр 
карбонильного комплекса восстановленной рекомбинантной тромбоксан синтазы соответствует 
аналогичному СО-спектру нативного фермента, выделенного из тромбоцитов, что позволяет 
сделать вывод об идентичности полученного рекомбинантного и нативного препаратов тромбок-
сан синтазы человека.
С помощью фаговой библиотеки рандомизированных додекапептидов произведен поиск пеп-
тидомиметиков потенциальных партнеров тромбоксан синтазы. Идентифицирован пептид с ами-
нокислотной последовательностью SGVYKVLYDWQHGGF, который обладает высоким срод-
ством к белку. Высокое сходство его последовательности к пептидомиметику тромбопоэтина 
позволяет предположить роль этого гормона в регуляции активности тромбоксан синтазы.
Литература
1 . dogne J. M., Hanson J., de Leval X. et al. // Current Pharmaceutical Design. 2006. N 12. P. 903−923.
2 . Nakahata N. // Pharmacological Therapy. 2008. N 118. P. 18−35.
3 . Yuhki K., Kojima F., Kashiwagi H. et al. // Pharmacological Therapy. 2011. N 129. P. 195−205.
4 . Nelson d. R., Kamataki T., Waxman d. J. et al. // DNA and Cell Biology. 1993. N 12. P. 1−51.
5. Ullrich V., Nusing R. // Stroke. 1990. N 21. P. 134−138.
6 . Haurand M., Ullrich V. // J. of Biological Chemistry. 1985. N 260. P. 15059−15067.
Рис. 5. Результаты попарного выравнивания аминокислотных последовательностей полученного пептида и тромбо-
поэтина человека (схема ClustalW, матрица BLOSSUM62)
7. Uchida K. // Trends in Cardiovascular Medicine. 1999. N 9. P. 109−113.
8 . Chaudhary A. K., Nokubo M., Reddy G. R. et al. // Science. 1994. N 265. P. 1580−1582.
9. Otteneder M. B., Knutson C. G., daniels J. S. et al. // Proceedings of the National Academy of Sciences USA. 2006. 
N 103. P. 6665−6669.
10 . Jones d. A., Fitzpatrick F. A. // J. of Biological Chemistry. 1991. N 34. P. 23510−23514.
11 . Wang L. H., Tazawa R., Lang A. Q., Wu K. K. // Archives of Biochemistry and Biophysics. 1994. N 315. P. 273−278.
12 . Xia Z., Shen R. F., Baek S. J., Tai H. H. // Biochemical J. 1993. N 295. P. 457−461.
13 . Bradbury A. R. et al. // Nature Biotechnology. 2011. N 29. P. 245−254.
14 . Carmen S., Jermutus L. // Briefings in Functional Genomics and Proteomics. 2002. N 1. P. 189–203.
15. Yang C., Yang S., Qu S. // J. of Tongji Medical University. 2001. N 21. P. 134–137.
16 . Luck K., Trave G. // Bioinformatics. 2011. N 27. P. 899–902.
17. Hsu P. Y. et al. // J. of Biological Chemistry. 1999. N 274. P. 762–769.
18. Ph. D. Phage Display Libraries. Instructional manual. New England BioLabs Inc. – 44 p.
19. Hecker M., Haurand M., Ullrich V. et al. // Archives of Biochemistry and Biophysics. 1987. N 254. P. 124−135.
20 . Ortiz de Montellano P. R., de Voss J. J. Cytochrome P450: Structure, Mechanism, and Biochemistry. 3rd ed. New 
York: Kluwer, 2005. 
21 . Huang J. et al. // J. of Biomedicine and Biotechnology. 2010. P. 101932.
22 . Cwirla S. E. et al. // Science. 1997. N 276. P. 1696–1699.
23 . Kaushansky K. // New England J. of Medicine. 2006. N 354. P. 2034−2045.
d. O. dORMESHKIN, A. V. SVIRId, A. A. GILEP, S. A. USANOV
Dormeshkin@gmail.com
SCREENING OF THROMBOXANE SYNTHASE PEPTIDOMIMETICS BY PEPTIDE PHAGE DISPLAY
Summary
In order to identify potential inhibitors and modulators of thromboxane synthase, its molecular cloning, heterologous 
expression, isolation, and purification have been carried out. The recombinant protein is isolated in the homogenous state and 
possesses the functional activity. Peptide with an amino acids sequence SGVYKVLYDWQHGGF is identified using the ran-
dom dodecapeptides phage library. It is revealed that this peptide has a great similarity to thrombopoietin peptidomimetic. 
This allows one to suppose the role of this hormone in the thromboxane synthase regulation.
